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Ｃ＿一 ■凶Ａ 劃． ， 園
Fig.４．１ｍｍunohistochemicallocalizationofSglGSFintheollactoryepitheliumafterolfactolynervetransection・Theimmunostained
o]klctolyepitheliafommiceOd,7.,11dandl5daftertransectional-eshoｗｎ－ＯＥ,ollactoryepithelium;Ａｘ,axons;ＯＢ,olfnctolybulb・
Scalebarsindicate500/L、ｌｌｂｒＯｄａｎｄｌＯＯ/Lmlbr7d-15d
|臭上皮の再生と接着分子SglGSF 2５
(fluoresceinisothiocyanate,ＦⅡC）標識抗ウサギイムノグロブリ
ン抗体(Rockland,Philadelphia,ＰＡＵＳＡ)５０倍希釈とCy3標識
抗マウスイムノグロブリン抗体(Chemicon）100倍希釈との混
合液と室温で１時間反応させた．01%rIWeen20TBSにて洗浄後，
1ｍｇ/ｍｌｐ－フェニレンジアミン加グリセリンで包埋し，蛍光顕
微鏡(OlympusBX50/BXFLA)にて観察した．
底細胞やそのすぐ上にある細胞，支持細胞からなる上皮全体に
残った．１１日では，基底細胞と支持細胞の核の間の領域で増加
した細胞に強い免疫反応が局在した．これらの細胞は基底細胞
から分化したばかりの細胞と，さらに分化が進んだ未熟な嗅細
胞からなると思われた．３５日では免疫反応は弱くなり，対照と
同じく，主に成熟した嗅細胞に認められた．
嗅糸切断後１１日で観察された強いSglGSF免疫反応を示す細
胞の種類をさらに同定するため，増殖性の基底細胞のマーカー
であるPCNA2o)および未熟な神経細胞のマーカーであるGap432D
への抗体を用い，それぞれ抗SgIGSF抗体との蛍光二重染色を
行った（図5)．核ＰＣＮＡ陽性の増殖性基底細胞の膜にはSglGSF
の反応は局在せず，細胞質Gap43陽性の未熟な嗅細胞の膜に
SglGSFの強い反応が局在した．反応は増殖性基底細胞と未熟
な神経細胞の間にあるＰＣＮＡ陰性でGap43陰性の細胞にも認め
られたので，基底細胞から分化したばかりの細胞から未熟な嗅
細胞にかけてSglGSFが強く発現することが示唆された．
成績
Ｌ嗅糸切断に伴う嗅上皮の形態変化
嗅粘膜のパラフィン切片をＨＥ染色して観察した結果，嗅糸
切断前の対照と比較して嗅糸切断後４日および７日には，嗅上
皮は著しく薄くなり，頂上面の嗅線毛が消失し，頂上面と基底
膜の中間部にあった嗅細胞の核が消失した（図１Ａ)．１１日から
１５日にかけて，中間部の細胞が増加して，嗅上皮は次第に厚く
なった．３５日後には，嗅上皮の厚さ，細胞構成，頂上面の嗅線
毛とも対照と同じ程度まで回復した．これらの結果は，過去の
文献2)19)に記載された同じ条件での嗅糸切断後の嗅上皮の変化
(図１Ｂ）と一致した．すなわち，４日から７日にかけて嗅細胞が
変性して消失し，７日から１５日にかけて基底細胞が未熟な嗅細
胞を経て嗅細胞に分化して突起を伸ばし，３５日後までに突起を
完成して成熟したことを示した．
Ｉ嗅糸切断に伴う嗅上皮におけるＳｇｌＧＳＦｍＲＮＡの発現
変化
まず，嗅粘膜におけるSglGSFmRNA発現を通常の半定量的
ＲＴ－ＰＣＲ法により解析した結果を図２Ａに示す．嗅糸切断前
の対照および切断後各時間において，ｍＲＮＡの発現を示す
cDNA増幅が認められた．指数関数的な増幅のおこる２８サイク
ルの条件において，対照に比較して切断後７日から１１日にかけ
て発現量が増加する傾向が見られた．そこでさらに正確な
ｍＲＮＡ定量のため，定量的RILPCR法を行った．嗅糸切断前の
対照嗅粘膜におけるSglGSFmRNA量を１とすると，相対的な
量は切断後４日では対照と有意差がなかったが，７日で著しく
増加し，対照の4.0倍を示した（図２Ｂ)．１１日と１５日ではピー
クの約半分にまで減少したが依然として対照より有意に高く，
３５日後には対照と有意差のない値に戻った．
Ⅲ、嗅糸切断に伴う嗅上皮におけるSjGSF蛋白質の発現変化
Westernプロット法により嗅粘膜のSglGSF蛋白質発現を解
析した結果，免疫抗体と反応する蛋白質は対照マウスの大脳で
は約100kDaから４５kDaまでの複数のサイズを示した（図３Ａ)．
一方，肺では100kDaの単独サイズのバンドが見られた嗅粘
膜において，嗅糸切断前の対照では肺と同じ100kDaの単独サ
イズの比較的弱いバンドが見られた．蛋白質の量を示すバンド
の強さは切断後７日から有意に増加し，１１日にピークを迎えて
対照の約2.3倍となり，１５日にも依然として切断前の対照より
有意に強かったが，３５日後には対照と有意差のない値に戻った
(図３Ｂ)．
Ⅳ．嗅糸切断に伴う嗅上皮におけるS型GSF蛋白質の局在変化
抗SglGSF抗体を用いた免疫組織化学により嗅粘膜のSglGSF
蛋白質の局在を解析した結果，対照マウスでの免疫反応は嗅上
皮内，および嗅上皮から出る嗅細胞の軸索の束（嗅神経）に認
められた（図4)．このほか嗅球にも免疫反応が存在した．嗅上
皮においては，比較的弱い免疫反応が主に成熟した嗅細胞に認
められ，特にその頂上側の嗅小胞に局在した．嗅糸切断後７日
では，成熟した嗅細胞はほとんどなくなり，弱い免疫反応が基
考察
本研究により，まず正常な成熟マウス嗅上皮に細胞接着分子
SglGSFが発現していること，その主な局在部位は嗅細胞とそ
の突起（嗅小胞と軸索）であることが初めて明らかになった
これは過去に報告されていない．Westernプロット法により，
嗅上皮のSglGSFは約100kDaの単一の大きさのバンドを示し
た．これまでの研究によるとＳｇｌＧＳＦは大脳では４５ｋＤａから
l00kDaの複数バンド，坐骨神経では45kDaの単一バンド，精
巣では120ｋＤａの強いバンドと９０kDa,l00kDaの弱いバンド，
肺や肝臓では100kDaの単一バンドを示す'0)．このような分子
量の違いは，蛋白質に付加される糖鎖の量の違いに基づくこと
がわかっている9)．今回の結果では，嗅上皮のSglGSFは神経
系のそれとは異なり，肺や肝臓のそれと同じ分子量を示した．
このことは，嗅細胞が神経細胞であると同時に上皮細胞である
事実と照らし合わせると興味深い．すでにＮＣＡＭについては，
付加される糖鎖の違いによっていくつかのタイプに分類され，
それぞれ別の細胞に発現して独自の生理的役割を演じているこ
とが示唆されている3)．SglGSFにおいても分子量の違うタイプ
が独自の機能を果たしている可能性がある．
培養細胞にＳｇｌＧＳＦを強制発現させ，培養神経細胞とシナプ
スを形成させるinvitroの研究において，SglGSFは相手細胞の
膜のSglGSFと結合すること，すなわちホモフイリックな結合'5）
を行うことが証明されている．しかしinvivoの神経系における
SglGSFを介した神経細胞同士，あるいは神経細胞とグリア間
の接着のすべてがホモフイリックな結合であるどうかはわから
ない．一方，肥満細胞と線維芽細胞間'7)や造精細胞とセルトリ
細胞間9)の接着においては，それぞれ後者の細胞にSglGSFが
発現していないので，ＳｇｌＧＳＦと他の接着分子とのヘテロフィ
リックな結合があると考えられる．今回の嗅上皮の場合，嗅糸
切断後４日から７日で嗅細胞が変性消失した後の上皮に
Westernプロットや免疫組織化学で検出されるSglGSFが残っ
ていることから，支持細胞や基底細胞にもSglGSFがある程度
発現していることが示唆される．したがって，嗅細胞は
SgIGSFのホモフイリックな結合を介して支持細胞や基底細胞
と接着している可能性がある．嗅小胞領域に特にＳｇｌＧＳＦの免
疫活性が高かったことは，嗅小胞の基部が支持細胞との間にタ
イト結合を形成していること22)と関係あるかもしれない．一方，
月 岡2６
別の接着分子とのヘテロフィリックな結合が関与する可能性も
否定できない．
次に，嗅糸切断に伴う嗅上皮の萎縮と再生の過程で，
SglGSFの発現が一過性に増加すること，その強いSgIGSF発現
は基底細胞から新たな嗅細胞が分化する途上の細胞に局在する
ことが明らかになった．これは過去に報告されていない．定量
的ＰＣＲ法で定量したSglGSFのｍＲＮＡは切断後７日で鋭いピー
クを描いて増加し，その後は低下したのに対し，Westernプロ
ット法で定量したSglGSF蛋白質の量は切断後７日から１５日に
かけて持続して高い値を示し，１１日にピークがあった．この違
いは，SglGSFのｍＲＮＡが比較的短い寿命を持つために特定の
細胞の特定の時期における蛋白質合成能を正確に反映するのに
対し，膜蛋白質であるＳｇｌＧＳＦは比較的長い寿命を持ち，
ｍＲＮＡ産生が低下した後にも細胞体やそこから伸びる突起の細
胞膜に蓄積していくと考えれば，説明がつく．
嗅上皮において，基底細胞は基底膜に接した水平基底細胞と
その上にある球状基底細胞とに分かれ，このうち球状基底細胞
が，嗅上皮のすべての細胞に分化する幹細胞と前駆細胞を含む
増殖性の細胞であるとされる23)（図１Ｂ)．生理的状態および嗅
糸切断で見られる嗅細胞の再生において，球状基底細胞が神経
系前駆細胞として増殖した後に分化しつつ上方に遊走して未熟
な嗅細胞になり，これが突起を伸ばして嗅細胞として成熟する
とされる24125)．本研究で細胞同定に用いたマーカーのうち，
PCNAは細胞周期に働く核蛋白質であり，分化前の球状基底細
胞を標識する2o)．一方，Gap43はプロテインキナーゼＣにより
リン酸化を受けるシグナル伝達因子であり，神経細胞の軸索伸
長に重要な働きをするとされ，突起を伸ばしつつある未熟な嗅
細胞を標識する２１)．今回の結果で，嗅糸切断後１１日で見られ
るSglGSFの強い免疫反応は，Gap43陽性細胞の細胞膜に局在
したほか，ＰＣＮＡ陽性細胞の少し上にあってGap43陰性の細胞
にも見られた．このことから，SglGSFは神経系前駆細胞であ
る球状基底細胞が増殖をやめて分化と遊走を行う時期から，未
熟な嗅細胞として樹状突起や軸索を伸長させる時期にかけての
細胞に強く発現することが示唆された．
最後に，嗅上皮再生におけるSglGSFの役割について考察す
る．Takaiら26)は，細胞の遊走と接着による極性決定における
SglGSFの役割について，遊走する細胞同士の膜のＳｇｌＧＳＦ
(Necl-2）がまずホモフイリックに結合してトランスダイマーを
つくることにより，細胞が一時的に接着し，それぞれの細胞で
SglGSFと他の接着分子であるネクチン３がホモダイマーをつ
くり，相手の細胞との間でSglGSFとネクチン３の結合による
ヘテロフイリックなトランスダイマーが形成され，続いて
SglGSFがネクチン１またはネクチン２に置き換わって，ネクチ
ン同士による細胞間結合がつくられ，最後にカドヘリン同士の
結合を含む恒常的な細胞間結合（アドヘレンス結合）がつくら
れるという仮説を提唱している．嗅上皮再生において，球状基
底細胞が増殖後に分化しつつ遊走して未熟な嗅細胞になり，こ
れが突起を伸ばして成熟嗅細胞になり，周囲の細胞との恒常的
な細胞間結合を形成するまでの過程での一時的な細胞接着のた
めに，SgIGSFが重要な役割を演じている可能性がある．
さらに，SglGSFを介した細胞接着に際して，細胞内シグナ
ルが伝達されて細胞骨格や遺伝子に応答を引き起こすメカニズ
ムが考えられる．Ｃａ+依存,性の細胞接着を行うカドヘリンの場
合，細胞内の裏打ち蛋白質であるβカテニンがシグナル伝達因
子として働いて，転写因子であるＴＣＦ（Tcellfactor)/LEF
OymphoidenhancerfactoDと複合体を形成し，標的遺伝子の転
写を促進し，細胞増殖，分化極性の変化を引き起こす27)．ま
た免疫グロブリンスーパーファミリーのメンバーでも，Ｌ１が
アンキリン，NCAM-180がスペクトリンといった裏打ち蛋白質
を介して細胞骨格と結合し，軸索伸長や運動能の調節に関係し
ているという証拠がある28)．SglGSFはその細胞質ドメインに
よって裏打ち蛋白質のDal-1/Protein41BやＣASK，シンテニ
ンに結合するとされる26)．したがって，今回研究した嗅上皮の
再生においても，SglGSFを介した細胞接着が球状基底細胞の
増殖，遊走，分化を促すシグナル伝達に関与している可能性が
ある．
結 論
以上の結果から，嗅上皮の再生初期に球状基底細胞が分化し
て遊走し，未熟な嗅神経細胞になり，突起を伸ばして成熟する
過程において，接着分子であるSglGSFが重要な役割を担って
いることが示唆された．
１．嗅上皮のSglGSFは中枢神経のものとは異なり，肺のもの
と同じ単一の分子量を示した．
２．嗅糸切断とともに嗅上皮におけるSglGSFのｍＲＮＡおよび
蛋白質の発現は一過性に増加し，それぞれ嗅糸切断後７日およ
び１１日にピークを迎えた．
３．ＳｇｌＧＳＦの免疫反応は正常の嗅上皮では嗅細胞とその軸索
の膜に局在していたが，嗅糸切断後１１日では主に球状基底細
胞よりやや分化した細胞から未熟な嗅細胞にかけて強い反応が
局在した．
嗅上皮再生過程における細胞接着分子SgIGSFの発現と局在
を，マウス嗅糸切断モデルを用いて定量的及び形態学的に検討
した．
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Abstract
SglGSF(Spermatogenicimmunoglobulinsuperfamily）isacelladhesionmoleculeoriginallydiscoveredinthemouse
testis・SglGSFisexpressednotonlyinspermatogenicceUsbutalsoinlungandliverepithelialceUsandinneuronsandglia，
whereitislocalizedtoceUmembrane，Inthepresentstudy，IexaminedtheexpressionandlocalizationofSglGSFinthe
mouseolfactoryepitheliumbefOreandaftertransectionoftheolfactorynervesbｙｕｓｅｏｆＲＴ－ＰＣＲ,Westemblottingand
immunohistochemistry、Ｉ、normalolfactoryepithelium，ＳｇｌＧＳＦｓｈｏｗｅｄｌＯＯｋＤａｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗeight,whichwasidentical
withthatinthelungbutdifferentfromthatinthebrainSgIGSFwaslocalizedprimarilyonthemembraneofolfactolycells
andtheiraxons・Afterolfactorynervetransection,thematureolfactorycellsdisappearedin4-7daysbutwasregeneratedin7-
l5daysbyproliferationandmigrationofbasalcellsfOllowedbydifferentiationofbasalcellstoimmatureolfactorycellsand
maturationofimmatureolfactorycells、Duringthisperiod，ｂｏｔｈｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｆＯｒＳｇＩＧＳＦshowedatransient
increase,ｗiththepeaklevelsat7daysandlldays,respectively,afterthetransection、Byimmunohistochemistry,thestrong
immunoreactivityfOrSglGSFafter7-lldayswaslocalizedtothemembraneofmigratingbasalcellsandimmatureolfactory
cells、Theseresulssuggestedthat，duringtheregenerationofolfactoryepithelium，theadhesionmoleculeSglGSFplays
physiologicalrolesinmignation,differentiationandmaturationofolfactorycellsandtheirprogenitors．
